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（学位論文のタイトル） 
  N-glycosylation modulates filopodia-like protrusions induced by sez-6 through  
regulating the distribution of this protein on the cell surface. 
	 (N-型糖鎖修飾は細胞膜上に発現するsez-6タンパクの分布を制限し、フィロポディアの様
な突起形成を調節する。) 
 
 
 
（学位論文の要旨	 1/2）	 
	 Seizure-related gene 6 (sez-6)は神経の過剰興奮時にそのmRNAの発現が上昇する脳内膜タンパク質で、
大脳皮質や海馬などの神経細胞に高い発現が見られる。特に生後7日間程度で高い発現を示すことから
発達期の神経回路網形成に関与ことが推測される。Sez-6欠損マウスでは不安行動が減退し、大脳皮質
錐体細胞では樹状突起の分岐形成やシナプス形成に異常が見られる。こうした報告は、sez-6の機能不
全が発達障害や精神疾患の発症に関わる可能性を示唆している。Sez-6は、細胞外ドメインに11個のN-
型糖鎖修飾サイトを持つ一回膜貫通型の膜タンパク質である。脳内の膜タンパク質の多くはN-型糖鎖
修飾を受けることが知られているが、いくつかの糖タンパク質での糖鎖修飾の異常と精神疾患との関
連が示唆されている。そこでsez-6のN-型糖鎖の役割について検討を行った。 
	 我々はsez-6の11個のN-型糖鎖サイトを3つのクラスターに分け、クラスター毎にN-型糖鎖を欠損させ
た変異型sez-6を作製した。図1は野生型sez-6のドメイ
ン構造と糖鎖クラスターの位置を示している。細胞外
ドメインの細胞膜から遠い方から糖鎖サイトに番号を
付けsugar chain (SC)1-3、SC4-7、SC8-11の３つのクラ
スターに分類した。各クラスターを一カ所しか持たな
い変異体はSC1-3、SC4-7、SC8-11と表記し、各クラス
ターを一カ所欠損させた変異体はΔSC1-3、ΔSC4-7、
ΔSC8-11と表記する。すべてのクラスターを欠損した
変異体はΔSC1-11とし、7つのsez-6変異体を作製した。 
	 まず野生型 sez-6 とΔSC1-11 変異体を神経芽細胞腫 Neuro2a に遺伝子導入して発現させた後、細胞よ
り抽出したタンパク質を糖鎖分解酵素で処理した。野生型 sez-6は western blot法では分子量 190kDaと
160kDaの二本のバンドで検出される。酵素処理後の野生型 sez-6では 190 kDaと 160 kDaのいずれのバ
ンドも 110 kDaにシフトしたことから、糖鎖修飾されていることが分かった。さらに、190 kDaの sez-6
は糖鎖修飾が完了した成熟型で、160 kDaの sez-6は糖鎖修飾が途中である未成熟型であることが明らか
となった。糖鎖をすべて欠損させたΔSC1-11変異体は酵素処理の前後でバンドの移動がみられず、全く
糖鎖修飾されていないことが確認された。 
 
図 1 Sez-6 の構造とクラスター位置           
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（学位論文の要旨つづき	 2/2）2,000字程度、A4判 
	 次に作製した sez-6 変異体と野生型 sez-6 を Neuro2a に遺伝子導し、細胞局在を western blot 法と
Immunocytochemistry法を用いて解析した。その結果、細胞膜画分では野生型 sez-6の 160 kDaに相当す
るバンドはすべての変異体で野生型よりも分子量が減少しており、いずれのクラスターも N-型糖鎖の修
飾を受けていることが確認された。一方野生型 190 kDa に相当するバンドは SC4-7、ΔSC1-3、ΔSC4-7
とΔSC8-11 では分子量の減少をともなって検出されたが、SC1-3、SC8-11 とΔSC1-11 では検出されなか
った。興味深いことに 190 kDaに相当するバンドが確認された変異体は培養上清中にも検出され、分泌
されていることが示唆された。さらに各 sez-6変異体を Immunocytochemistry法で検出したところ、野生
型 sez-6の 190 kDaに相当するバンドが確認出来た SC4-7、ΔSC1-3、ΔSC4-7とΔSC8-11は細胞膜上で野
生型 sez-6と同様に細胞膜全体に広がって分布していた。しかし、190kDaに相当するバンドが消失して
いた SC1-3、SC8-11とΔSC1-11は細胞膜上の一部分に集合して局在していた。 
	 糖鎖が形態形成にあたえる影響を解析するために野生型の様に細胞膜全体に分布した SC4-7、ΔSC1-3、
ΔSC4-7とΔSC8-11と野生型 sez-6、細胞膜移行性 GFP (GFPf)のそれぞれを Neuro2aに発現させた。細胞
体から生じる突起のうち、太さが 1.5 µmより太いものを神経突起、1.5 µm以下の突起をフィロポディ
ア様突起と定義して解析した。野生型 sez-6を発現させた細胞はコントロールの GFPfを発現させた細胞
と同程度の数の神経突起が見られたが、ΔSC1-3 とΔSC4-7 を発現する細胞では神経突起数の減少が見
られた。一方、フィロポディア様突起では、野生型 sez-6 や SC4-7 クラスター有している３つの変異体
SC4-7、ΔSC1-3、ΔSC8-11 の過剰発現ではフィロポディアの様な突起形成が促進されたが、SC4-7 を欠
損するΔSC4-7 の過剰発現ではコントロールの細胞程度にしかフィロポディア様突起を形成しなかった。 
	 今回の結果（Table1にまとめた）は、N-型糖鎖修飾は sez-6の分布や機能発現に必要であり、特に突
起形態形成において SC4-7領域の N-型糖鎖修飾が必要であることを示唆した。今後、sez-6の機能不全
と疾患との関連を検討した上で早期発見早期介入の戦略設定の一助となることを目指したい。 
Table 1 Sez-6 変異体の表現型のまとめ 
